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第 1 章では、RQC の分子機構を「ii) ユビキチン化されたリボソームの各サブユニット
への解離」の段階に着目して解析し、ヒトにおいて RQCを誘導するのに必要な新規複
合体として ASCC3/ASCC2/TRIP4からなる hRQT complex を同定した。また、ASCC3





















RFP と GFPの蛍光強度の比を算出することで翻訳停滞効率を測定することができる。 





















































管理機構(RQC: Ribosome-associated Quality Control)は高度に保存されており、当研
究室を始めとした世界中の研究室で精力的に解析されている。RQC は、連続した塩
基性アミノ酸配列等で停滞した先頭のリボソームに、後続のリボソームが衝突し、
disome あるいは trisome と呼ばれる特異的な構造が形成されることで引き起こされる。
RQC の分子メカニズムは出芽酵母を用いて詳細な解析がなされており、主に、i) 翻
訳停滞したリボソームのユビキチン化 ii) ユビキチン化されたリボソームの各サブユニ
ットへの解離 iii) 60S サブユニット上の新生ポリペプチド鎖の分解の３つの段階からな
ることが明らかになっている。i)の段階は RQC 誘導の最初の段階であり、翻訳停滞し
たリボソームが E3ユビキチンライゲース Hel2 (ヒト, ZNF598)によってユビキチン化され
る。このユビキチン化されたリボソームは、ii)の段階で、RNA helicase Slh1, ubiquitin 
binding protein Cue3, 機能未知の Zinc-finger domainを含むタンパク質 Rqt4からなる
3者複合体 RQC trigger (RQT) complexによって認識され、サブユニットへと解離され
る。一方、ヒトにおいて同様の機能を担う複合体(hRQT complex)は同定されていなか
った。サブユニットへと解離したリボソームの 60S サブユニット上の新生ポリペプチド鎖
は、iii)の段階で E3ユビキチンライゲース Ltn1 (ヒト Listerin)によってユビキチン化され、
プロテアソーム依存に分解される。また、Ltn1 の 60S サブユニットへの結合は、Rqc2 






患患者の家族(7 家族)において NEMF の変異が同定されていたりと、疾患との関連も














































は、eukaryotic translation initiation factors (eIFs)が、P-siteに開始 tRNAmetを持つ 80S
リボソームを開始コドン(AUG)に正確にアセンブリーさせる。伸長段階では、 80S リボ
ソームが、eukaryotic elongation factors (eEFs)と aminoacyl-tRNAs との協調した働きに
よってmRNA上を 1コドンずつ進みながら 1/6秒ごとに 1アミノ酸ずつペプチド鎖を伸
長する(図 2)[2–5]。eEF1A によって A-site に運ばれた aminoacyl-tRNA のアンチコド
ンが A-siteのコドンと安定した塩基対を形成すると、P-siteに存在する tRNA上のペプ





rotationによって“non-rotated states”から“rotated states”への構造変化[6,7]と tRNAの
“classical states (P/P, A/A)”から “hybrid states (tRNA の anticodon ends は元々の
P-site, A-siteに留まっているが、acceptor endsが E-site と Psiteに移動した状態, P/E, 
A/P)”への移動が起こる(図 3)[8,9]。Rotated states のリボソームは、eEF2 が結合して
rotated statesを安定化するまでは non-rotated statesと rotated statesの両方の構造を行
き来している[10]。 eEF2 が GTP を加水分解することで、リボソームサブユニット 40S 
headの回転と共役した[11]、リボソームのmRNAに沿った translocationが促進され、リ
ボソームサブユニットは回転し、次の伸長反応のための“closed formation”をとる
(tRNAは classicalな E/E, P/P statesへと移動する)[11–14](図 3)。終結段階では、open 
reading frame (ORF)の終わりに存在する終止コドンにリボソームが到達し、release 
factors (eRFs)によって peptidyl-tRNA からのペプチド鎖の遊離が促進される(図 2)。リ
ボソームリサイクリング段階では、ATP-binding cassette subfamily E member 1 











芽酵母における CGA コドンのようなレアコドン配列が連続した配列[41–43]、CUC 







































SecM (Secretion monitor) 
SecM は大腸菌において分泌活性をモニターする分泌タンパク質であり、同一オペロ
ンの下流遺伝子 SecA ATPase (分泌タンパク質を細胞内から外へと押し出すモーター)
の発現を制御することにより、細胞の分泌活性を維持している[38,65,66]。SecM タンパ
ク質自身も Sec 経路で分泌されるがペリプラズムに分泌されても直ちに分解除去され
る[67]。SecM-SecA の mRNA は、ステムループを形成しており、ステムループ内に
SecAの Shine-Dalgarno (SD)配列が存在するため、ステムループ構造を解消しない限
り、SecAは翻訳されない(図 6)。SecAの上流に存在する SecMの ORFは、ステムルー



















XBP1u (X-box-binding protein 1) 
XBP1は、endoplasmic reticulum (ER) stressが生じた際の Unfolded Protein Response 
(UPR)において、分子シャペロンの遺伝子や小胞体関連分解にかかわる遺伝子など
の転写を誘導して ER stress状態を緩和する転写因子XBP1sをコードしている[79–81]。
XBP1 mRNAには、spliced form (XBP1s)とその前駆体である unspliced form (XBP1u)
の 2 つの状態が存在するが、翻訳された際に転写因子として機能するのは XBP1s 
mRNA のみである。また、XBP1u の XBP1sへのスプライシングは核内ではなく、細胞
質で行われる。スプライシング反応は、ER strssに応答して活性化された I型小胞体膜
タンパク質 IRE1aによって、XBP1u の 26nt のイントロンが切り出されることで開始され
[82–84]、tRNA ligase RTCB[85–87]とその co-factor archease[88]によって mRNA が





ることが重要である[30]。C末端でリボソームが翻訳停滞すると、Hydrophobic Region 2 
(HR2)がリボソーム出口トンネルの外に露出し、signal recognition particle (SRP)を呼び
込む[89]。その結果、翻訳停滞した XBP1u mRNA, リボソーム, 新生ポリペプチド鎖
からなる3者複合体が、ER膜上のSec61トランスロコンへとターゲティングされ、XBP1u 







XBP1uの翻訳停滞に必要な配列は、XBP1uの C末端 26 アミノ酸残基であり、そのう
ち、14 残基が翻訳停滞に寄与しており、そのほぼすべてが進化的に保存されている
(図 7. B)[30]。また、翻訳停滞したリボソームと XBP1u の新生ポリペプチド鎖との相互
作用は、3Åの解像度で cryo-EM (cryo-Electron Microscopy, クライオ電子顕微鏡)構








イシング過程で ORF (Open Reading Frame)内に poly Aが付加されるエラーの頻度を
解析したところ、その頻度は、ヒトで 1.02%, 酵母で 4.86%であった[94]。このような、
ORF内に poly A鎖が付加された mRNAは、想定されていない部位に poly A鎖が付
加されているため、終止コドンを持たないことが多く、mRNA の末端まで翻訳が行われ

















ArfA and ArfB, RqcH)があり、リボソームのリサイクリング、異常ペプチド鎖及び mRNA
の分解を促すことにより正常な遺伝子発現を担保している[101–104]。 
 
transfer-messenger RNA (tmRNA)を介した経路 
(trans-translation) tmRNAは tRNAAlaの acceptor arm と類似した構造及び、mRNA様
の domain を持つ tRNA と mRNA がハイブリッドした構造を持つ[99,100]。リボソーム
が、Non-Stop mRNAの 3’末端で停滞していると、その空の A-siteに、Alaがチャージ
された tmRNAがその結合パートナーの small protein B (SmpB)と共に入り、新生ポリ
ペプチド鎖に、アラニンを通常のペプチド転移反応で付加する。その後、停滞したリボ
ソームはそれまで翻訳していたNon-Stop mRNA の代わりに tmRNAのmRNAを翻訳
する。この翻訳の結果、AANDENYALAAからなる 11残基の分解タグ(SsrAタグ)が C
末に付加され、Non-Stop mRNA由来の産物は ClpXP proteaseの基質になり、分解さ
れる(図 8)[100,105–107]。一方で、停滞したリボソームは、ribosome recycling factor と
EF-Gによってサブユニットに解離され、Non-Stop mRNAは、tmRNA-SmpBによってリ
クルートされた 3’-5’ exoribonuclease, ribonuclease R (RNase R)によって急速に分解さ
れる(NSD, 図 8) [108,109]。 
 
alternative rescue factors A and B (ArfA and ArfB)を介した経路 
tmRNA を介した経路が不活性化されたり、tmRNA で処理できない量の停滞したリボ
ソームが存在したりした場合には、ArfA, ArfBを介したback-up systemによって翻訳停







リペプチド鎖の分解を伴わない(図 8) [101,110,111]。 
 
Rqc2 homolog (RqcH)を介した経路 (RQC) 
RqcHは真核生物における Rqc2の homologであり、50S-peptidyl-tRNA complexesに
リクルートされ、RqcP と共役して翻訳停滞した異常な新生ポリペプチド鎖の C 末端に
poly-alanine tails (Ala-tail)を付加し[112,113]、異常新生ポリペプチド鎖を ClpXP 
protease による分解系へと導く。RqcH は、tmRNA経路と redundant に働き、細胞を翻
訳や環境によるストレスから守っている[102,104]。 
 
真核生物においてNon-Stop mRNAをリボソームが翻訳した際の品質管理機構(図 8) 
真核生物の場合のNon-Stop mRNAには、ORFの途中に poly A鎖が付加された poly 
A type Non-Stop mRNA と、ORF内で endonucleolytic cleavageが生じて産生された
poly A鎖が無い non poly A type Non-Stop mRNA とがある[94,114,115]。poly A type 
Non-Stop mRNA の場合には、poly A鎖の翻訳によって正電荷を帯びたポリリジン配
列が合成され、このポリペプチド鎖が負電荷を帯びた rRNA と相互作用することで翻
訳が停滞する[36,116]。一方、non poly A type Non-Stop mRNAの場合には、リボソー
ムはmRNAの 3’末端で停滞する[45]。いずれの場合にも、Non-Stop mRNAの迅速な
分解と翻訳抑制、異常新生ポリペプチド鎖の分解が起こる [97,117,118]。この、










mRNAの 3’末端で停滞したリボソームの empty A-siteをDom34(ヒト, Pelota)-Hbs1(ヒト, 
HBS1LとGTPBP2) complexが認識し、リボソームのサブユニット解離を促進することが
NSD において重要な段階である。Dom34 は eRF1 のホモログであり、Dom34 の N 
domainがリボソームのA-siteとmRNAエントリーチャネルの一部と競合している[122]。
しかしながら、Dom34は peptidyl-tRNA を加水分解するために必要な GGQモチーフ
が存在しないため、リボソームがサブユニットに解離しても新生ポリペプチド鎖は tRNA
と結合したまま 60S ribosome-nascent chain complexes (60S-RNCs)を形成する。Hbs1
は eRF3 のホモログであり、GTP を加水分解することで、60S サブユニットの
peptidyl-transferase centreへの Dom34の移動を促す。Dom34-Hbs1 complexは、リボ
ソーム解離因子 Rli1 (ATPase, ヒト, ABCE1)を呼び込み、停滞したリボソームのサブユ
ニット解離を促進する[45,60,123–133]。ABCE1によって 80S リボソームがサブユニット
に解離されると、リボソームからリリースされた Non-Stop mRNA は Ski complex と
exosome complexによって急速に分解される[45,119]。Ski complexは Ski2-Ski3-Ski8
からなる helicaseで、RNAを分解する exosome complex と共に機能して、mRNAを 3’
から 5’方向へと分解する[134]。Ski complexは 3’から 5’方向への RNA unwinding活
性を持ち、exosome complexに unwind した RNAの 3’末端を挿入する helicase, Ski2
を中心に構成されている[135]。Ski と exosome complexの相互作用は bridging factor, 
Ski7によって媒介されている[136]。Ski7 もまた、guanosine triphosphate (GTP) binding 
domainを持ち[96,98]、構造的に驚くほどHbs1に類似している[137,138]。Cryo-EM解
析によって、Ski complexにリボソームが結合することで、Ski2 helicaseの構造が変化し、
リボソームのmRNA entry channel付近に、Ski2の helicase channelが開いた状態で位
置することが明らかになっている。また、リボソームから突出した mRNA の 3’末端は、
進行中の 3’から 5’への exososome による RNA分解に備えて、リボソームの小サブユ

















解へと導く機構は Ribosome-associated Quality Contorl (RQC)と呼ばれ、詳細な分子
機構が出芽酵母及びヒト培養細胞を用いた解析によって明らかになりつつある
[35,57,59,60,62,95,103,142–144]。また、ヒトでは確認されていないが出芽酵母では、リ
ボソームが CDS の途中で翻訳停滞した際に、mRNA 品質管理機構 No-Go Decay 
(NGD)によって異常 mRNA も除去される[41,44,48,56,64,126,145–147]。 
前述のように、non poly A type Non-Stop mRNA が翻訳された場合、リボソームは




出芽酵母では K12, R12, W12が知られており、特に R12配列は RQCの解析に広く
用いられている[40]。これらの配列は K12 を除いて人工的な配列であるが、2020年に
















i) 翻訳停滞したリボソームのユビキチン化 (図 9. A-B) 






突した trisome が形成される[32]。R12 配列で翻訳停滞した leading リボソームは、
post-rotated statesを取り、tRNAは P/P, E/E-siteに存在し、A-siteには存在しない。また、
衝突したリボソームは、rotated statesを取り、tRNAは A/P と P/E-siteに存在する[48]。
SDD1 の場合にも、先頭で停滞したリボソームは、post-rotated states を取り、tRNA は
P-siteにのみ存在する。後続の 2つのリボソームは、hybrid statesを取り、A/PとP/E-site
に tRNAが存在する[32]。また、ヒトでは、in vitro翻訳系を用いて、ペプチド解離活性






は多数の disome が形成されていることが明らかになっている[51–53]が、RQC の標的
として同定されているのは XBP1u のみである。これらの知見から、翻訳停滞とそれに




でポリユビキチン化される[61]。一方、ヒトでは、ZNF598によって uS10, eS10, uS3のユ
ビキチン化が起こるが[62,63,148,149]、RQC 誘導に必須のユビキチン化は eS10 の
K138/139残基におけるユビキチン化のみである[149]。また、uS10と uS3のユビキチン
化にはリボソームの足場タンパクである receptor for activated C kinase 1 (RACK1)が必
要である[63]。出芽酵母における Hel2、ヒトにおける ZNF598 はいずれも E3 ユビキチ
ンライゲースであり、N 末の RING-Finger domain がその活性に必須である
[48,61,149,150]。Hel2は、RING-Finger domainの C64A, C67A点変異体において、
その活性が完全に消失する[48]。 
RQC との直接の関連は明らかになっていないが、ZNF598 の C 末には proline 
stretchesが存在し、GIGYF1 と GIGYF2の GYF domain との結合に重要である[151]。
GIGYF は、4EHP (mRNA の cap 結合因子で、翻訳開始因子である EIF4E1 の
ortholog)とともに、mRNA 結合タンパク質の足場として働き、翻訳を抑制することが知
られている[152,153]。また、近年、ヒト培養細胞を用いた解析によって、Endothelial 
differentiation-related factor 1 (EDF1) (出芽酵母Mbf1)が disomeに最初に結合する
因子として報告された([154,155])。ZNF598 は選択的に、衝突したリボソームを認識し、
ユビキチン化することができるが、GIGYF2-4EHP complexの衝突したリボソームへのリ









ii) ユビキチン化されたリボソームの各サブユニットへの解離 (図 9. A-B) 
出芽酵母を用いた解析によって、停滞し、ユビキチン化されたリボソームは、RQC 
trigger (RQT) complexによって認識され、サブユニットへと解離することが明らかにな
っている[32,61,158]。RQT complexは、RNA helicase Slh1 (Rqt2), ubiquitin binding 
protein Cue3 (Rqt3), 機能未知の Zinc-finger domain を含むタンパク質 Ykr023w 
(Rqt4)からなる 3 者複合体である[61]。RQT complex のうちの Rqt2 サブユニットが、
trisomeの先頭で停滞し、ポリユビキチン化されたリボソームをATP依存に解離させるこ
とが、内在性の RQC標的である SDD1上で形成された trisomeを基質として用いた生
化学的な実験により示されている[32]。Rqt3のubiquitin binding CUE domainは、RQC
誘導に必要であることから、Rqt3 は、ユビキチン化された基質の正確な認識を助け、
Rqt2によるリボソーム解離反応を制御していると考えられている[32,61]。 
一方、ヒトでは human RQT(hRQT) complexが解離に関与していると予想されているが、
そのような complex が存在しているかどうかさえ明らかになっていなかった(本章の目
的)。この点について唯一解明されているのは、出芽酵母のRqt2と相同性が高いRNA 
helicase ASCC3が RQC誘導に寄与することであり、hRQT complexの構成因子の候
補であると考えられている[61]。 
 
iii) 60Sサブユニット上の新生ポリペプチド鎖の分解 (図 9. A-B) 
解離したリボソームの 40Sサブユニットはそのままリサイクルされるが、60Sサブユニット








リボソームがそれぞれのサブユニットへと解離すると、Rqc2 (ヒト, NEMF)が 60S-RNCs
にサブユニットの会合面で tRNA に結合し、40S との再会合を阻害する[162–164]。ま
た、Rqc2は E3ユビキチンライゲース Ltn1 (ヒト Listerin)の 60S-RNCsへの結合を促進
する[162,163]。E3ユビキチンライゲース Ltn1 (ヒト Listerin)は、Rqc2 (ヒトNEMF)と 60S
サブユニットとに結合し[162–165]、リボソーム出口トンネルの隣に位置する RING 
domain を用いて、60S-RNCs上の新生ポリペプチド鎖を K48鎖型でポリユビキチン化
する[142,166]。ヒトの場合は、Transcription factor 25 (TCF25, 酵母 Rqc1)によって、
K63 鎖型ユビキチン鎖の形成が阻害されることで選択的なユビキチン鎖の形成が促
進される[167]。ユビキチン化された nascent chain (NC)-tRNA complexesを、tRNAエ





AAA ATPase Cdc48 (ヒト, VCP)によってリボソームから引き抜かれ、プロテアソームによ
って分解される[60,143,172]。また、Vms1, (ヒト, ANKZF1)によって切断された tRNAは、
tRNA nucleotidyl transferase 1 (TRNT1)によってリサイクルあるいは分解へと導かれる
[169]。 
 
新生ポリペプチド鎖分解の back up機構(酵母) (図 9. C) 
Ltn1による新生ポリペプチド鎖のユビキチン化は、プロテアソームによる分解に必須で







C末端にAlaとThrとをランダムに含む 5-19残基のペプチド, carboxyl-terminal alanine 












































いずれの場合においても、停滞した leading ribosome に後続のリボソームが衝突して
形成された disome のユビキチン化が必要であり、mRNA の内部切断とそれに続く
Xrn1及び Ski complexによるmRNAの分解が生じる。しかしながら、RQC との共役の
有無によって、切断部位が異なり、RQC+NGD では、衝突したリボソームの内側で、
RQC-NGDでは、disomeの上流で切断が起こる[48]。 












2019 年に Cue2 が endonuclease であることが明らかになった [56]。Cue2 は、
ubiquitin-binding Cue domain を N 末に持ち、small MutS-related (SMR) hydrolase 
domainを C末に持つが、詳細な domainの解析は行われていない。 
内部切断された mRNA の 3’側断片の 5’末端はヒドロキシル化されており、Trl1 
kinase[183]により 5’末端がリン酸化される。このリン酸化は、内部切断されたmRNAの
5’から 3’方向への exoribonucleases による分解に必要である。また、Xrn1 が欠損した

























されており[61]、2019 年には ASCC2 と ASCC3 がリボソームに結合することによって、
PF8503 によって引き起こされる転写産物選択的なリボソームの停滞による毒性を緩和
することが報告された[177]。また、ATP依存 helicase, ASCC3は Rqt2のオーソログで
あり[61]、ユビキチン結合タンパク質ASCC2はRqt3と著しい配列の相同性を持ってい
る。さらに、ASCC3とASCC2は複合体を形成することから[186]、停滞したリボソームを
解離へと導く複合体としてヒトにおける RQC complex, hRQT complexの存在が示唆さ
れる。 
本章では、ASCC3/2-TRIP4 からなる hRQT complex が ASCC3 の ATPase活性及び

















RQCの誘導に必須な ZNF598の domain解析 
RQCの誘導に必須な ZNF598の領域を解析するために、ZNF598の特徴的な配列に
着目して変異体を作製した(図 11)。ZNF598 の N 末には、GC-rich region があり、
RING finger domain、3つの C2H2-type zinc-finger domainがこれに続く(図 11. A)。さ
らに C 末には Pro-rich region が存在する (図 11. A)。これらの変異体を
V5-GFP-K(AAA)24-FLAG-HIS3 レポーターと共に、ZNF598 に対する shRNA を恒常
的に発現する ZNF598KD細胞に発現させ、抗 V5抗体を用いた western blottingによ
り RQC 誘導における ZNF598 の活性を評価した。活性の評価は、全長産物及びアレ
スト産物の発現量を指標に行った。例えば、ZNF598 に RQC誘導活性があると、全長





産物が過剰に産生され、RQC によって完全に除去しきれず、野生型の ZNF598 を発
現させた場合でもアレスト産物が検出されている(図 11. B, lane 2)。 
K24 (AAA)配列はフレームシフトが生じやすい配列であることが知られており[63,148]、
V5抗体で検出した際にアレスト産物の他にフレームシフト産物が検出された(図 11. B, 
asterisk at lanes 1, 3-8 and 10)。また、これらのフレームシフト産物の大きさは、+1及び
+2のフレームシフトが生じた際の産物の予想分子量と一致していた(図 12)。 
RING finger domain欠失変異体(DRING)及び RING finger domainの保存されたシス
テイン残基の変異体(C29S/C32S)ではアレスト産物が観察されず、RQC は誘導されな






は、RQCは誘導されなかった(図 11. B, lanes 5 and 6)。C2H2-type zinc-finger domain
を欠失させた変異体(1-246, 1-186)では、RQCは誘導されなかった(図 11. B, lanes 7 
and 8)。さらに、N 末の GC-rich region を欠失させた変異体(21-904 and 21-278)は、
RQCの誘導に影響を与えなかった(図 11. B, lanes 9 and 10)。ZNF598の N末に付加
したHAタグを用いてZNF598の発現量を確認したところ、ZNF598の発現量に差はな
く、これらの表現系がZNF598の発現量に依存していないことが示された(図11. C)。以
上の結果より、RING finger domain 内のシステイン残基(C29, C32)及び zinc-finger 
domain と Pro-rich regionを含む C末端の領域の両方が RQCの誘導に必須であるこ
とが明らかになった。 
 
human RQC trigger (hRQT) complexは ASCC3, ASCC2, TRIP4からなる 
当研究室の先行研究によって、Rqt2のヒトオーソログの ASCC3が RQCに必要である
ことが示されていた[61]。さらに、最近の研究により ASCC3 と ASCC2が共翻訳的な品
質管理に必要であることが示唆された[177]。ASCC3 はもともと ASCC3, ASCC2, 
ASCC1, and TRIP4/ASC-1からなる activating signal cointegrator 1 (ASC-1) complex
の構成因子として同定された因子であり(図 13. A)[187,188]、ASC-1 complexは、SRF、
c-Jun、p50、p65に対して直接結合することで、serum response factor (SRF)、activating 
protein 1 (AP-1)、nuclear factor kB (NF-kB)によるトランス活性化を促進する[188]。
ASCC3は、ASCC3, ASCC2, and ASCC1からなる ASCC complexの構成因子でもあり
( 図 13. A)[188] 、 ASCC3 は 、 脱 ア ル キ ル 化 酵 素 ALKBH3 
(alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase)に結合し、アルキル化された DNAを修復
する[189]。ASCC 修復複合体が標的部位に正確にリクルートされるには、ASCC2 の






チンライゲース RNF113A が E2 ユビキチンライゲース UBC13 と共に行うことが考えら
れているが、その標的は明らかになっていない[190,191]。標的の一つとして B-active 
form of the spliceosomeの構成要素 BRR2が挙げられている[190,192]。また、アルキ
ル化された DNAを修復するイベントのトリガーであると考えられている RNAポリメラー
ゼ IIそのものもユビキチン化されることが明らかになっている[193]。ASCC1は ASCC3
に結合し、アルキル化が生じた際に ASCC complex を正確に標的にリクルートする役
割を担 う [194] 。 TR-interacting proteins (TRIP4)は、核における transcription 
co-activatorであり、核内受容体とAP-1あるいはNF-kBとの結合をトランスに抑制する
機能もある[188,195]。TRIP4 は zinc-finger motif を含む autonomous transactivation 
domain を持ち、この domain は、TATA-binding protein (TBP)、TFIIA、SRC-1、
CBP/p300、核内受容体との結合サイトとして機能する[187]。 
hRQT complex の構成因子を明らかにするため、HEK293T 細胞を用いて ASCC3, 
ASCC2, ASCC1, TRIP4 の相互作用を検証した。これらの実験では、FLAG タグが付
加された bait protein (上述のタンパク質のうちの１つ)と HA タグが付加された prey 
protein (上述のタンパク質のうち、bait として用いていない残りの 3つ)を過剰発現させ、
抗 FLAG抗体による免疫沈降を行った。いずれの場合においても、FLAGタグが付加
されたタンパク質は、HAタグが付加された他の 3つの因子と共沈降された(図 13. B-E 
(杉山誉人が実施))。これらの結果から、ASCC3, ASCC2, ASCC1, TRIP4は複合体を
形成することが示唆された。これは、以前の報告とも一致している[187,188]。 
ASCC3, ASCC2, ASCC1, TRIP4の物理的な相互作用が確認できたため、これらの因
子が RQC 誘導に必要であるかどうかを検証した。この目的を達成するために、
V5-GFP-K(AAA)24-FLAG-HIS3 レポーターを各因子の KD細胞にトランスフェクション
し、RQC誘導を western blottingにより評価した(図 14. A)。各因子の KD細胞の KD
効率は図 14. Bに示した。以前の報告と一致して[61]、ASCC3 KDによってRQC誘導





ているが、ASCC3 KD細胞に ASCC2を過剰発現させても RQC誘導は回復しなかっ
たことから、ASCC3は RQC誘導に必須の因子であることが示された(図 14. C)。 
ASCC2 KD 及び TRIP4 KD によって、部分的に RQC 誘導は起こらなくなったが、
ASCC1 KDは、RQC誘導に影響を与えなかった(図 14. A, lanes 4-6)。ASCC2 KD及
びTRIP4 KDではアレスト産物の量がわずかに減少し、全長産物とフレームシフト産物
の量は顕著に増加した(図 14. A, lanes 4 and 6)。全長産物の量の変化は、ASCC2 KD
及び TRIP4 KD細胞において、ZNF598 KDや ASCC3 KD細胞と同様に、リボソーム
の停滞が減少したことを示唆している。これらの結果から、ASC-1 complexの構成因子
のうち、ASCC3, ASCC2, TRIP4の 3つの因子のみが RQCに必要であることが考えら
れる(図 15. A)。また、K24配列を含まない V5-GFP-FLAG-HIS3レポーターを用いて、
全長産物の減少が、polyA配列によって引き起こされるリボソームの停滞に依存するこ
とを確認した(図 14. D)。 
これらの結果と、ASCC3, ASCC2, TRIP4 が RQT complex のオーソログ(それぞれ、
Rqt2, Rqt3, Rqt4)であることを考慮すると、hRQT complexはこれらの因子から構成され
ていることが予想された。hRQT complexが、ASC-1 complexやASCC complexに共通
して含まれている ASCC1 非依存に形成されることを検証するために、ASCC1 KD 細
胞におけるASCC3/2-TRIP4の相互作用を検証した。予想通り、ASCC1のKD条件下
においても、それぞれの因子は他の 2 つの因子と共精製され、ASCC3/2-TRIP4 が
ASCC1非存在下においても複合体を形成することが示された(図 15. B-D (杉山誉人
が実施))。ここで、新規に同定された、hRQT complexの構成因子を hRqt2 (ASCC3)、
hRqt3 (ASCC2)、hRqt4 (TRIP4)と命名する。 
 
ASCC3 (hRqt2)の ATPase依存 helicase活性は RQCに必要である 
ASCC3 (hRqt2)は helicaseファミリーに属し、RecA helicase と Sec63 domainsのペアを





ム解離反応に必要である ことが知られていたため[32,61]、ASCC3 の helicase 活性が
RQC に必須であるかどうかを検証するために、ATPase 活性が欠失した変異体
(K505R)を、最初の RecA domainの保存されたリジン残基をアルギニン残基に置換す
ることで作製し(図 16. A)、相補実験を行った。予想通り、ASCC3 KD 細胞に、
ASCC3-K505R変異体を過剰発現させても RQC誘導は回復しなかった(図 16. B)。ま
た、ASCC3-K505R 変異体と ASCC2 の相互作用に影響が無かったことから(図 17. A 
(山崎玲奈が実施))、 ASCC3-K505R による表現系は、ATPase 活性の欠失によって
hRQT complexの形成に障害が生じたためではないことが確認された(図 17. A (山崎
玲奈が実施))。次に、ATPase活性の欠失が ASCC3のリボソームへの結合に与える影
響を検証した。ASCC3 KD細胞にASCC3野生型あるいはK505R変異体を過剰発現
させ、ショ糖密度勾配遠心法と western blotting により解析を行ったところ、野生型の
ASCC3はオーソログのRqt2と同様にリボソームリクルートされていた(図 17. B and C)。
ASCC3の K505R変異体もリボソームにリクルートされていたが、野生型と比較すると、
その局在は部分的に軽いフラクションにシフトしており(図 17. B and C)、リボソームへの
結合能が ATPase 活性の欠失によって弱くなっていることが示唆された。これらの結果
より、出芽酵母の Rqt2 と同様に、ASCC3 の ATPase依存 helicase活性は、ヒトにおけ
る RQC誘導に必要不可欠であることが示された。 
 
ASCC2 (hRqt3)のユビキチン結合活性は RQCに必要である 
ASCC2 (hRqt3)は、K63鎖型ポリユビキチン鎖に、ユビキチン結合活性を有する CUE 
domain を介して結合する。この、K63 鎖型ポリユビキチン鎖の認識は、
ASCC-ALKBH3修復複合体の正確な局在に必要であることが知られている[190]。 
出芽酵母において、Rqt3 のユビキチン結合活性が RQC 誘導において重要な役割を
果たすこと[61]、ヒトの RQCにおいて、eS10の ZNF598によるユビキチン化が RQC誘






たユビキチン結合 domainに点変異を導入した Ub-m変異体を作製した(図 18. A)。ま
ず、作製したUB-m変異体のユビキチン結合活性を測定するために、UB-m変異体及
び GST タグを付加したユビキチンのリコンビナントタンパク質を in vitroで混合し、GST
によってプルダウンした(図 18. B (杉山誉人が実施))。その結果、Ub-m変異体は野生
型よりもユビキチン結合活性が低下していたが(図 18. B (杉山誉人が実施))、ASCC3
との相互作用に影響は無かった(図 18. C (山崎玲奈が実施))。次に、ASCC2のユビキ
チン結合活性がRQC誘導に与える影響を検証するために、野生型及びUb-m変異体
をASCC2 KD細胞に発現させた。野生型のASCC2を発現させると、全長産物の量は
わずかに減少し、アレスト産物の量は増加した(図 18. D, lane 2)。一方で、Ub-m変異


























として ASCC3/ASCC2/TRIP4 からなる hRQT complex を同定した(図 15. A)。また、
ASCC3 の ATPase依存 helicase活性が RQC誘導に必要であり(図 16. B )、ASCC2
のユビキチン結合活性(図 18. D)及び TRIP4が RQC誘導に部分的に寄与しているこ
と(図 14. A, lane 6)を示した。さらに、ZNF598 の出芽酵母におけるオーソログである
Hel2 が、衝突したリボソームを K63 鎖型でポリユビキチン化すること[48,61]、ASCC2
が K63 鎖型ポリユビキチンに選択的に結合すること[190]から、ユビキチン化された
80S リボソームがASCC2によって認識された後、ASCC3によって 40S と 60Sサブユニ
ットに解離するというモデルを提唱する(図 19. A)。TRIP4 は、自身の zinc-finger 
domainを介して hRQT complexのリボソームへの結合を促進していると予想される(図
19. B)。このモデルは、ASCC2 KDや TRIP4 KDの RQC誘導における部分的な表現
系を説明することができる(図 14. A, lanes 4 and 6)。ASCC2 KD条件下では、TRIP4の
RNA 結合活性によって、ASCC3 はリボソームに局在するが、ユビキチン化されたリボ
ソーム特異的に ASCC3 がリクルートされるわけではないため、RQC 誘導の効率が低










れている複数の Leu残基を Ala残基に置換した変異体であるため、ASCC2 Ub-m変
異体のユビキチン結合活性は完全に消失すると予想された。しかしながら、図 18. Bに
示したように、in vitroで ASCC2 Ub-m変異体はユビキチンとわずかに結合し、培養細
胞においても ASCC2 Ub-m変異体はわずかに RQCを誘導した。一方、Hegde らによ
って、ASCC2 の CUE domain 内の LLP motif に 3 つの点変異を導入した L478A, 
L479A, P480A変異体(図 18. E)[190]では、CUE-ubiquitin相互作用が完全に無くなる
が、ASCC2 KO細胞における RQC誘導を完全に相補することが報告された[197]。こ
れらの CUE domainの機能解析における ASCC2の過剰発現の影響は否定できない
が、ASCC2は RQC誘導において補助的に機能していると考えられる。 
出芽酵母の Rqt2は RNA helicase Brr1に相同性がある。Brr1は pre-mRNAのスプラ
イシング因子で、スプライシング反応においてスプライソソーム構造のリモデリングの制
御に重要な役割を果たす[198]。出芽酵母において、Rqt2 の helicase活性が RQC に
おけるリボソーム解離反応に必要であることは[32,61]、ATPase依存の helicase活性が
RQC に必要であることを強く示唆する。ヒトでは、ASCC3 が ALKBH3 と結合し、二本
鎖DNAをほどいて一本鎖にすることで、ALKBH3によって媒介されるDNA修復経路
の基質を作り出す[189]。今回の解析によって ASCC3の ATPase活性が RQCに必要












ら、短い isoformの転写へとシフトが起こる。ASCC3の短い isoformはnon-coding RNA
として機能し、タンパク質をコードしている長い isoformに拮抗することで UV照射によ
る DNA 損傷からの回復に必要である[199]。また、ZNF598 は、がん細胞において、
UV の照射によって転写レベルが上昇したり、その KD は、UV 誘導性のアポトーシス
を阻害したりすることが知られている[200]。これらの結果から、RQC が UV 照射によっ
て制御されている可能性が考えられる。 
ASCC1は、RQCの誘導(図 14. A)及び ASCC3/ASCC2/TRIP4の複合体形成には不
要である(図 15. B-D)。一方、ASCC1は、DNAのアルキル化障害が生じた際に、自身
のRNA ligase-like domainを介して、ASCC3をASCC2が局在している部位へと正しく
リクルートする機能を持つ[194]。ASCC3/ASCC2/ASCC1 (i.e., ASCC complex)は










は、出芽酵母において報告されている mRNA の品質管理機構 No-go decay (NGD)









































るいは pFUGW を用いて、PCR によって増幅した標的配列を挿入した。DNA 断片の
増幅には、PrimeSTAR HS DNA polymerase (#BIO-21040/DM5, Takara Bio, Kusatsu, 
Shiga, Japan)を用い、DNA断片のベクターへの挿入には T4 DNA ligase (#M0202L, 
NEB, Ipswich, MA, USA) を用いた。 
 
細胞培養とトランスフェクション 
HEK293T細胞の培養は、10 % Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA)と Penicillin-Streptomycin (Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, 
Osaka, Japan)とを含む DMEM培地(Nacalai Tesque, Kyoto, Kyoto, Japan)を用いて、
37 ℃, 5 % CO2 の条件下で行った。プラスミドのトランスフェクションには PEI-MAX 
reagent (Cosmo Bio, Koto, Tokyo, Japan)を用いた。トランスフェクションの際には、
DNA (µg) : PEI-MAX (µL)の比が 1:3 になるように OPTI-MEM (Fisher Scientific, 




それぞれの標的遺伝子に対する shRNA を、pll3.7_puroR ベクター(pll3.7 の GFP を
puromycin耐性遺伝子で置換した)の HpaI/XhoIサイトに挿入した。HEK293T細胞に
shRNAを発現するレンチウイルスを感染させた後、puromycin (10 µg/mL)でセレクショ






Neutral PAGE と western blotting 
Neutral PAGE 用のサンプルは以下のように調製した。培養した細胞を passive lysis 
buffer (Promega, Madison, WI, USA)により溶解した後、溶解した細胞を回収し、
13,5000 g, 4 ℃で 1分間遠心した。上清を新しいチューブに移し、タンパク質の濃度を
Bradford method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)により測定した。サンプルを、total 
proteinの量が同じになるように調製した後、NuPAGE sample buffer (200 mM Tris-HCl 
pH 6.8, 8 % w/v SDS, 40 % glycerol, 0.04 % BPB, and 100 mM DTT)と混合し、65 ℃
で 10分間加熱した。サンプルを中性 pH (pH6.8)の 10 %ポリアクリルアミドゲルで 100
分間、50 mA の定電流で電気泳動することで分離した。電気泳動には、MOP-SDS 
buffer (1 M MOPS, 1 M Tris base, 69.3 mM SDS, and 20.5 mM EDTA)を用いた。電気
泳動後、ゲル中のサンプルを PVDF膜(IPVH00010, Millipore, Burlington, MA, USA)
へセミドライ法によりトランスファーした。メンブレンを 0.1 % (v/v) Tween-20 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)と 5 % (w/v) skim milk とを含む PBS (10 mM 
Na2HPO4/NaH2PO4 (pH7.5), 0.9 % (w/v) NaCl)でブロッキングした。Blotに、1次抗体
(表 3)とそれに対応する 2次抗体(表 3)を当てた後、メンブレンを ECL solution (Perkin 
Elmer, Waltham, MA, USA)でインキュベートし、化学発光を Image Quant LAS4000 
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA)で検出した[208]。 
 
RNA抽出と RT-qPCR 
RNA 抽出には ISOGEN II (NIPPON GENE, Chiyoda, Tokyo, Japan)を用いた。
ISOGEN II 500 µLで細胞を回収した後、200 µLのMQを加え、15秒激しく振盪した
後、室温で 15分静置した。静置した後、15,000 g, 25 ℃で 15分遠心し、上清 500 µL
を等量の isopropanolと混合し、15秒激しく振盪した後、室温で 10分静置した。静置し
た後、12,000 g, 25 ℃で 10分遠心し、上清を取り除き、500 µLの 75 % ehtanolで 2回





それぞれのサンプルについて、ReverTra Ace (TOYOBO, Osaka, Osaka, Japan)と oligo 
dT primer (5’-TTTTTTTTTTTTTTT-3’)とを用いて、500 ngの RNAを逆転写した。逆
転写した産物(cDNA)と KAPA SYBR FAST Universal qPCR kit (KAPA Biosystems, 
Wilmington, MA, USA)とを混合し、CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, 




細胞を回収する前に、細胞を 100 μg/mL cycloheximide (#06741–04, Nacalai Tesque, 
Kyoto, Kyoto, Japan)で 10分間、37 ℃で処理した。その後、100 μg/mL cycloheximide
を含む ice-cold PBS (#07269-84, Nacalai Tesque, Kyoto, Kyoto, Japan)で細胞を剥がし、
回収した。回収した細胞を100 μg/mL cycloheximideを含む ice-cold PBSで洗った後、
ペレットを lysis buffer (10 mM HEPES-KOH pH 7.4, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 
2 % (v/v) NP-40, 2 mM DTT, 1 mM PMSF, 100 μg/mL CHX, cOmplete Mini 
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail)に懸濁した。粗抽出液を調製するため、細胞懸
濁液を氷上に 10分間静置し、7,300 g, 4 ℃で 15分間遠心することにより不溶性画分
を除去した。Gradient Master (Cosmo Bio, Koto, Tokyo, Japan)を用いて、Sucrose 
gradients (10-50% sucrose in 20 mM HEPES-KOH pH 7.4, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 
1 mM DTT, 100 μg/mL CHX)を 14 X 89 mm open-top polyclear centrifuge tubes 
(#7030, Seton Scientific, Petaluma, CA, USA)に作製した。粗抽出液(A260 units 50相
当)を sucrose gradients の上に重層し、SW41Ti rotor (Beckman Coulter, Brea, CA, 
USA)を用いて、280,000 g, 4 ℃で 1.5時間遠心した。遠心後のグラジエントを Position 
Gradient Fractionator (TOWA Lab, Tsukuba, Ibaraki, Japan)を用いてフラクションに分
画した。Polysome profilesは、chart recorder (ATTO digital mini-recorder, ATTO, Taito, 





ATTO, Taito, Tokyo, Japan)を用いて、254 nmの吸光度を連続的に測定することで作
製した。各フラクションから同じ量を取り、western blotting に用いた。Blot の定量は
Multi Gauge V.3.0 (Fujifilm, Minato, Tokyo, Japan)を用いて行った。 
 
RQT因子の免疫沈降  
HEK293T 細胞に各 RQT 因子を CMV プロモーターで発現させ、37 ℃で培養した。
細胞を ice-cold PBS で洗った後、25 G syringe を通すことで、cOmplete Mini 
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (#11836170001, Roche, Basel, Basel-Stadt, 
Switzerland) (1 tablet/10 mL) (#N-2525R, Fujifilm Wako pure chemical corporation, 
Osaka, Osaka, Japan)を含む LB100 buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 
mM MgCl2, 10 % Glycerol, 10 µM ZnCl2, 10 mM L-Arginine, 2 % NP-40, 5 mM DTT, 
1 mM PMSF)に細胞を懸濁した。その後、懸濁液を 3回、7,300 g, 4 ℃で 10分間遠心
し、清澄な粗抽出液を得た。FLAG タグが付与されたタンパク質を含む複合体を精製
するために、30 µL のあらかじめ平衡化した anti-DYKDDDDK tag antibody beads 
(#016-22784, Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Osaka, Japan)と粗抽出
液とを混合し、ビーズにタグ付きのタンパク質を結合させた。その後、250 µg/mL 
FLAG peptide (GenScript Biotech, Piscataway, NJ, USA)を含む LB100 buffer 450 µL
を加え、3時間反応させることで溶出した。精製した複合体を TCA沈殿により濃縮し、
SDS sample buffer (7 % SDS, 30 % glycerol, 200 mM Tris base, 20 mM EDTA, 1 M 
DTT, 0.1 % Bromophenol Blue)に溶解した[61]。 
 
リコンビナントタンパク質精製 
リコンビナント GST と GST-Ubiquitin の発現には、pGEX4T2 ベクターを用いた。







を用いた。pGEX6P2ベクターから得られるGST 融合タンパク質は PreScission protease
の切断サイトを持つ。E. coli Rossetta-gami 2細胞にそれぞれのリコンビナントタンパク
質を発現させ、Glutathione Sepharose 4B (#17-1756-05, GE Healthcare, Chicago, IL, 
USA) を用いて[48,202]で述べられている方法で精製した。タンパク質のビーズからの
溶出は、500 µLの Elution buffer (12 µL PreScission proteaseあるいは 10 mM GSHを




この pull-down 解析では、GST 融合タンパク質を Glutathione-Reduced Form (GSH) 
(#073-02013, Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, Osaka, Japan)によって
溶出した。20 µgの GSTあるいは GST-Ub と 10 µLの Glutathione Sepharose 4B とを
200 µLのGB100 buffer中で混合し、4 ℃で1時間インキュベートした。その後、GB100 
bufferで 3回 wash した。Glutathione Sepharose 4Bに結合した GSTあるいは GST-Ub
と 100 ngの HA-ASCC2あるいは HA-ASCC2 Ub-m とを 500 µLの GB buffer中で混
合し、4 ℃で一晩回転させながらインキュベートした。GSTあるいは GST-Ubに結合し
た画分を 400 μL の GSH によって溶出した後、TCA 沈殿により濃縮し、30 μL の
Laemmli bufferに溶解した。溶解したサンプルをNeutral PAGEで分離し、CBB染色あ






表 1. 本研究で使用したプラスミド 
 
表 2. 本研究で使用した shRNAの標的配列 
 
表 3. 本研究で使用した抗体 
Name Features Sourse
pcDNA3.1(+)-V5-GFP-FLAG-HIS3 V5-GFP-FLAG-HIS3 reporter Matsuo and Ikeuchi et al. , 2018
pcDNA3.1(+)-V5-GFP-K(AAA)24-FLAG-HIS3 V5-GFP-K(AAA)24-FLAG-HIS3 reporter Matsuo and Ikeuchi et al. , 2018
pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC3 ASCC3 transcript variant 1 expression vector (NM_006828.4) This study
pcDNA3.1(+)-HA-ASCC3 ASCC3 transcript variant 1 expression vector (NM_006828.4) This study
pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC2 ASCC2 transcript variant 4 expression vector (NM_001369921.1) This study
pcDNA3.1(+)-HA-ASCC2 ASCC2 transcript variant 4 expression vector (NM_001369921.1) This study
pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC1 ASCC1 transcript variant 2 expression vector (NM_001198800.3) This study
pcDNA3.1(+)-HA-ASCC1 ASCC1 transcript variant 2 expression vector (NM_001198800.3) This study
pcDNA3.1(+)-3xFLAG-TRIP4 TRIP4 transcript variant 2 expression vector (NM_001321924.2) This study
pcDNA3.1(+)-HA-TRIP4 TRIP4 transcript variant 2 expression vector (NM_001321924.2) This study
pFUGW-FLAG-ASCC3 shR shRNA resistant ASCC3 expression vector This study
pFUGW-FLAG-ASCC3 shR K505R shRNA resistant ASCC3 K505R expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ASCC2 shR shRNA resistant ASCC2 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ASCC2 shR Ub-m shRNA resistant ASCC2 Ub-m expression vector This study
pGEX4T2-GST recombinant protein of GST This study
pGEX4T2-GST-Ubiquitin recombinant protein of GST-Ubiquitin This study
pGEX6P2-GST-prescission site-HA-ASCC2 recombinant protein of HA-ASCC2 This study
pGEX6P2-GST-prescission site-HA-ASCC2-Ub-m recombinant protein of HA-ASCC2-Ub-m This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(1-904) shR shRNA resistant ZNF598 expression vector (NM_178167.4) This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(DRING) shR shRNA resistant ZNF598 DRING expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(C29SC32S) shR shRNA resistant ZNF598 C29SC32S expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(1-634) shR shRNA resistant ZNF598 1-634 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(1-278) shR shRNA resistant ZNF598 1-278 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(1-246) shR shRNA resistant ZNF598 1-246 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(1-186) shR shRNA resistant ZNF598 1-186 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(21-904) shR shRNA resistant ZNF598 21-904 expression vector This study
pcDNA3.1(+)-HA-ZNF598(21-278) shR shRNA resistant ZNF598 21-278 expression vector This study










Anti-body Name ﻿Source Identifier Dilution
anti-FLAG M2 antibody Sigma-Aldrich F1804-1MG 1:5000
anti-HA-Peroxidase Roche 12013819001 1:3000
Mouse monoclonal anti-V5-Tag BIO-RAD MCA1360 1:3000
Rabbit polyclonal anti-ZNF598 Novus Biologicals NBP1-84658 1:2000
Rabbit polyclonal anti-ASCC3 Proteintech 17627-1-AP 1:2000
Rabbit polyclonal anti-ASCC2 BETHYL A304-020A 1:2000
Mouse monoclonal anti-α-tubulin Sigma-Aldrich T6074 1:3000
﻿Rabbit polyclonal anti-neomycin phosphotransferase II Merck KGaA 06-747 1:2000
HRP-Linked anti-rabbit IgG antibodies GE Healthcare NA934 1:5000






Name Description Sequences Plasmid












OIT9473  ASCC3-BamHI Rev 5'-ACTAGTGGATCCTTACTTTAATGCCAG-3' pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC3,pcDNA3.1(+)-HA-ASCC3












OIT9476  ASCC2-EcoRI Rev 5'-TCTGCAGAATTCTCAGGATGGGATCATG-3' pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC2 ,pcDNA3.1(+)-HA-ASCC2












OIT9479  ASCC1-BamHI Rev 5'-ACTAGTGGATCCTCAGGAGAAGTCAAT-3' pcDNA3.1(+)-3xFLAG-ASCC1












OIT9482  TRIP4-BamHI Rev 5'-ACTAGTGGATCCTCAGACAGCTTTATTC-3' pcDNA3.1(+)-3xFLAG-TRIP4 ,pcDNA3.1(+)-HA-TRIP4






























































表 4. 本研究で使用したプライマー 



































































































OIT5476 hZnf598_qPCR_Fw 5′-GGAACGAGGGGGTCGTTG-3ʹ qPCR
OIT5477 hZnf598_qPCR_Rev 5′-TTGTACCTCCAGCTTCCTCG-3ʹ qPCR
OIT6136 hASCC3_qPCR_F 5′-ATCAAATTGCATGCTGACCA-3ʹ qPCR
OIT6137 hASCC3_qPCR_R 5′-TGATTTGGGAAATCGAGGAG-3ʹ qPCR
OIT6140 hASCC2_qPCR_F 5′-TTCCACATCATCCTGAACCA-3ʹ qPCR
OIT6141 hASCC2_qPCR_R 5′-TAGTCCCGGAGGAACCTCTT-3ʹ qPCR
OIT6144 hASCC1_qPCR_F 5′-GAAAGCGCCCTTCACTCAC-3′ qPCR
OIT6145 hASCC1_qPCR_R 5′-TGGAAAATGCTGCTGTCAAC-3ʹ qPCR
OIT 6253 hGAPDH_qPCR-4_Fw 5′-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3ʹ qPCR
OIT 6254 hGAPDH_qPCR-4_Rev 5′-CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3′ qPCR
OIT10032 hTRIP4-qPCR-F 5′-CGAGAGGAGGAGCTGAGAGA-3! qPCR

































































































































































































































































































べる。3’UTR の翻訳が生じうる場合として、i) 終止コドンの読み飛ばし(リードスルー) 
ii) 終止コドンの欠失変異(リードスルー変異)がある(図. 20)。 
 
i) 終止コドンの読み飛ばし(リードスルー) (図 20. A) 
正確なタンパク質合成を行う上では、終止コドンにおける正確な翻訳終結が必須であ



























いて UAA, UAG がグルタミンとしてコードされているというものであり、緑藻類



















ており、終止コドンはUGA > UAG > UAAの順で、また、続く+4の塩基は C > U > A > 
G の順でリードスルー効率が高くなる。さらに、終止コドンの周辺の塩基も重要であり、
+5 に位置する塩基はリードスルー効率に特に強い影響を及ぼす。リードスルーの効
率は、終止コドン周辺に Aや Uが多いと上昇し、Cや Gが多いと低下する。3’UTRの













制御は以下の遺伝子において確認されている; HBB[252], MPZ[253], VEGFA[254], 
AGO1[255], OPRL1[238], OPRK1[238], AQP4[238], MAPK10[238], LDHB[256], 
MDH1[257], AMD1[258], VDR[239], MTCH2[259]。以下では、3’UTRにおける翻訳
停滞を介した遺伝子発現の制御機構が解析されている S-adenosylmethionine 





AMD1の 3’UTRにおける翻訳停滞を介した遺伝子発現制御機構(図 21) 
AMD1 は adenosylmethionine decarboxylase 1 (AdoMetDC)をコードしており、
AdoMetDCは S-adenosylmethionine (AdoMetあるいは SAM)の decarboxylationを触
媒し、spermidineや spermineといったポリアミンの aminopropyl基の合成において重要















交通渋滞する。交通渋滞するリボソームの数は AMD1 mRNA から合成された






































知られており[275]、PTC を含む mRNA からの全長タンパク質の合成を可能にする
[276,277]。しかしながら、アミノグリコシド系抗生物質による PTC のリードスルーは配列
依存的であり[248]、治療への応用に限界がある。 
新規合成アミノグリコシド系抗生物質の NB124 は、ナンセンス変異を含む CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator, 嚢胞性線維症膜コンダクタン
ス制御因子)遺伝子から全長のCFTR合成をCF (嚢胞性線維症)モデルにおいて可能
にした[278]。NB124処理によって、ヒト CF細胞及びヒトの CFTR-G542X transgene を
発現させた CFTR ノックアウトマウスモデルにおける CFTR タンパク質の機能は、野生
型の 7%まで回復した[278]。第 I 相試験では、腎毒性[279]や聴覚毒性[280]といった
深刻な副作用もなく、CF 患者での第 II 相試験の準備が進められている[281]。この他




ンス変異が原因の DMD (Duchenne muscular dystrophy, デュシェンヌ型筋ジストロフィ
ー, DMD患者全体の 10-15%がナンセンス変異によるもの[287,288])の臨床試験にお
いて活性を実証し[289–291]、欧州連合内においてナンセンス変異型 DMD に対して
条件付き承認を EMA (European Medicines Agency)から得た[292]。Ataluren による
nonsense suppressionの分子機構は明らかになっていないが、Atalurenが near cognate 
tRNAをリボソームのA-siteに呼び込むのを促進していると考えられている[274]。分子
機構が完全に解明されておらず、Atalurenの臨床効果に対する議論が決着しないこと














補足：Premature Termination Codon (PTC)を含む mRNA及びタンパク質の分解機
構(NMD, NMPD)について(図 22) 
 





[298]。NMDの分子機構はPTCの認識の仕方によって、A) EJC依存のNMD B) 
3’UTRの長さに依存したNMDの2つに大きく分けられる。 
 






































































ii) 終止コドンの欠失変異 (リードスルー変異) (図 20. B) 
正常な位置の終止コドンがセンスコドンへと置換したリードスルー変異が生じると、本
来、翻訳が終結するべき位置において翻訳が終結しなくなるため、100%の確率で
3’UTR が翻訳される(図 20. B)。生理的意義があるリードスルーの場合とは異なり、本
来想定されていない、3’UTRの翻訳は様々な悪影響を引き起こす[97,251,346–350]。 
前章では、mRNA の終止コドンが欠失すると Non Stop mRNA になり、Non Stop 
mRNAが翻訳されると poly A配列でリボソームが停滞し、NSD及び RQCの標的とな
ることを述べた[41,57,59,60,96,103,121,160,351]。しかし、ゲノムワイドなバイオインフォ
マティクス解析の結果、99%の mRNAでは、終止コドンが欠失した場合でも 3’UTR内






A) 出芽酵母の HIS3遺伝子 















芽球における HBA2の mRNAは、 3’UTRに a complex と呼ばれる messenger 
ribonucleoprotein (RNP)が結合することで高い安定性を示す[354–356]。この複合体は、
HBA2のmRNAのcytosine-rich element (‘protected region’ (PR) motif)に結合するKH 

























































e. ITM2B (Integral membrane protein 2B, Immature BRI2 (imBRI2))の終止コドンの欠






















































































されている連続した20のAAAコドンを含むGFP-2A-K20-2A-RFP reporter (K20) [61–
63,148]のRFP/GFP比を測定したところ、そのRFP/GFP比は5%であり、この実験系によ
って翻訳停滞を検出できることが確認できた(図24. A)。次に、76遺伝子の3’UTR配列
を挿入したGFP-2A-X-2A-RFP dual fluorescence reporterのRFP/GFP比を測定し、これ
らの配列を“Arrest”と“Non-arrest”の2つのグループに分類した。RFP/GFP比が100%よ
りも小さく、no insertと比較して統計的有意差(p < 0.05)があった遺伝子を“Arrest”に分



















れた(図25. GEILC to A)。さらに、これら2種類の変異を組み合わせると、RFP/GFP比






性は全く見いだされなかった。次に、CAI (Codon Adaptive index)を用いて3’UTRの
codon optimalityを計算した。Codon optimalityは、翻訳の速度とmRNAの安定性を決
定する重要なパラメタの1つである[28,29,369–372]。しかしながら、CAIとRFP/GFP比の





の中で最も疎水性度が高い領域の疎水性度であり、1) Window Sizeの決定  2) 
Average Kyte-Doolittle scoreの算出 3) Average Kyte-Doolittle scoreの比較の3つの過
程を経て算出される(図26. B)。Kyte-Doolittle scoreは、-4.5 (親水性)から+4.5 (疎水
性)の間の値を用いて、それぞれのアミノ酸の疎水性度を評価した値である(図26. A)。
Average Kyte-Doolittle scoreは特定のアミノ酸領域におけるKyte-Doolittle scoreの平
均値であり、局所的疎水性度を示す。これを算出する際に用いる特定のアミノ酸領域
の長さがwindow sizeである。Max Kyte-Doolittle score (MKD)は、アミノ酸配列の最も
疎水性度が高い領域におけるAverage Kyte-Doolittle scoreであり、アミノ酸配列の各

















に最も高い相関を示した(red point, 図27. B)。以上の結果から、15アミノ酸をwindow 
sizeとして用いることにした。 
MKD と翻訳停滞の効率(RFP/GFP 比)との相関をさらに解析するために、MKD の
cumulative curveを3つの異なるグループにおいて作製した。“Arrest group” (図27. C, 
red)の cumulative curveは、“All gene group” (図 27. C, black)と比較して右にシフトし
た。これとは対照的に、“Non-arrest group”は左にシフトした(図 27. C, blue)。これらの
結果は、MKD と翻訳停滞が相関していることを示唆している。この結果は、MKD と
RFP/GFP比の散布図でも確認することができた(図 27. D-F)。 
 
3’UTRの翻訳によってタンパク質の発現レベルが低下する 
3’UTR における翻訳停滞がタンパク質と mRNA に与える影響を評価するために、
RLUC-X-(Ala)3-STOP reporterを構築した(図 28. A)。Xに挿入する配列として、“Arrest 











ム阻害剤の MG132 を処理した際にも回復しなかったことから(図 28. B)、これらの
3’UTRにおいて翻訳抑制が引き起こされていることが示唆された。 
予想外に、“Non-arrest group”の SERPING, HGD, CTSK (図 28. B, lanes 47, 49 and 
51)のタンパク質量もまた減少していた。しかしながら、これらのタンパク質量はプロテ





レポーターの構造に示されているように、RLUC-X-(Ala)3-STOP reporter は 3 つのアラ
ニン残基を C 末端に持つ。これらのアラニン残基は、クローニングの際に用いた制限
酵素サイト(NotI)由来の配列であるが、C 末端のアラニン残基は“C-end degron”として
機能することが報告されており、Cullin-RING E3 ubiquitin ligase (CRL) complex 
adaptors あるいは計算的に関係付けられた複数の non-CRLs によって認識され、
“C-end degron”を持つタンパク質はプロテアソーム依存に分解されることが知られてい
る[374,375]。“C-end degron”の影響を調べるために、細胞をMG132で処理したところ、
RLUC-X-(Ala)3のタンパク質量は、KCNV2, ACTA1, DHCR7, SLC26A4の C末端配







C 末端の 3 つのアラニン残基をセリン残基に置換した RLUC-X-(Ser)3-STOP reporter
を構築し、タンパク質量を western blotting により評価したところ、19 の遺伝子のうち、
RLUC-DHCR7-(Ser)3においてのみ、タンパク質レベルが RLUC-DHCR7-(Ala)3よりも
高かった(図 28. D, lane 19)。また、RLUC-X-(Ser)3-STOP reporterのmRNAレベルは、








FHL1 と ARSBの 3’UTRにおける局所的疎水性領域は翻訳停滞に必要である 
翻訳停滞を引き起こす配列の特徴を、上述の知見を元にアミノ酸レベルで解析するた
め、RFP/GFP比が 2 番目と 3 番目に低い FHL1 (Four and a half LIM domains protein 
1)と ARSB (Arylsulfatase B)の 3’UTR配列に着目した(図 29)。これらの配列の様々な
deletion mutants (図 29. A and C)及びアミノ酸置換変異体を作製し(図 29. B and D)、
GFP-2A-X-2A-RFP reporterに挿入し、RFP/GFP比を flow cytometerで測定した。 
FHL1-3’UTR の 11-47 あるいは 14-47 番目のアミノ酸領域を GFP-2A-X-2A-RFP 
reporterに挿入した場合には、RFP/GFP比が全長のFHL1-3’UTR (full, 1-51)を挿入し
た場合と同じレベルまで低下した(図 29. A)。この結果は、FHL1-3’UTRの 14-47 番目
のアミノ酸残基が翻訳停滞を誘導するのに十分であることを示している。同様に、
ARSB-3’UTRの 11-49 番目のアミノ酸領域を GFP-2A-X-2A-RFP reporterに挿入する
と、RFP/GFP比が全長のARSB-3’UTR (full, 1-49)を挿入した場合よりもわずかに増加





らに増加した(図 29. C)。これらの結果から、FHL1-3’UTR の 14-47 番目の残基と
ARSB-3’UTRの 11-49 番目の残基が翻訳停滞誘導に十分な配列を含むことが示唆さ
れた。 
図 27の結果と一致して、これらの配列は 15アミノ酸の window sizeを用いて算出され
た MKD によって決定された、最も局所的に疎水性度の高い領域(MKD 領域)を含ん
でいた(図 29. B and D, highlighted in cyan)。最も局所的に疎水性度が高い領域のアミ
ノ酸をアラニン残基(疎水性度がより低い)やアルギニン残基(親水性)に置換すると、
RFP/GFP比が増加した(図 29. B and D)。これらの結果から、図 27. Dで示したような
MKD と RFP/GFP比の相関が再度確認された。 
しかしながら、FHL1-3’UTRの 17-51 番目や 20-51 番目と 14-28 番目(only the MKD 
region)の残基は、MKD 領域の配列を含んでいたにもかかわらず、翻訳停滞を誘導し
















































[376]、PAX6-3’UTR における強い翻訳停滞(図 24. A)が、タンパク質量の低下を引き
起こすことで、無虹彩症の原因となっていると推定される。 
Emery-Dreifuss型筋ジストロフィー(EDMD, Emery-Dreifuss muscular dystrophy)の患
者では、X 染色体に FHL1 (p.*281E)のリードスルー変異が同定されている[377]。
FHL1 は骨格筋と心筋において高発現しており、ミオシン結合タンパク質 C の活性制
御因子として機能し、サルコメアの会合において役割を果たす[378]。患者由来の初代
培養筋原細胞における FHL1 のタンパク質量は劇的に減少しており [377]、
FHL1-3’UTR における強い翻訳停滞(図 24. A)が、タンパク質の発現量の低下を引き
起こすことで、EDMDの原因となっていると推定される。 
ムコ多糖症VI型(MPSVI, mucopolysaccharidosis type VI)患者では、ARSB (p.*534Q)
のリードスルー変異が一方のアレルで同定されている[379]。ARSB はグルコサミノグリ
カンデルタマン硫酸とコンドロイチン 4-硫酸の分解に必要である[380,381]。患者の
































RFP/GFP比とMKDの相関係数は、MKDを window size 14-20アミノ酸で算出した時





ORF中にも存在し、翻訳停滞を引き起こすが、そのような場合には Signal Recognition 










はイントロダクションで述べた XBP1u のみであった[51]。これは、RQC の標的となるに
は、リボソームが、衝突とそれに伴う特異的な構造(disome, trisome)の形成を誘導する






CGA-CCG stalling reporter mRNAの場合(出芽酵母のリボソームが、レアコドンクラ
スターによって翻訳停滞した場合) (図 31. C)[48] 
翻訳停滞したリボソームに後続のリボソームが衝突して disome が形成される。先頭で
停滞したリボソームは、POST-statesを取り、tRNAはP, E-siteに存在している。一方で、
衝突したリボソームは先頭のリボソームの mRNA exit site の近傍に位置し、rotated 
states を取り、tRNAは A/P, P/Eの hybrid statesにある。後続のリボソームの tRNAが
hybrid statesにあり、translocationが完了していないことは、後続のリボソームが、先頭
で停滞して road block として機能しているリボソームに衝突して、それ以上翻訳ができ
なくなっていることと一致する。Disome の構造においては、リボソームの足場タンパク
質 RACK1 同士の直接的な相互作用が生じている。Hel2 は、この独特な複合性の
interfaceを認識し、uS3や uS10をユビキチン化して RQCを誘導していると考えられて
いる。また、先頭で停滞したリボソームの eS7 と eS27は、衝突したリボソームの ES6b と





contact site の近傍に位置する。したがって、この contact site の付近の構造的環境が
Hel2や Not4を標的へと結合させる hub として機能していると考えられている。 
 
終止コ ド ンの場合 ( ウサギの リボ ソームが eRF1-AAQ, dominant-negative 
mutant[250][391]の存在下において、終止コドンで翻訳停滞した場合) (図 31. D)[49] 
翻訳停滞したリボソームに後続のリボソームが衝突して disome が形成される。停滞し
たリボソームは canonical states を取り、その tRNA は P-site にある。一方で、隣接し、
衝突したリボソームは rotated statesを取り、tRNAは A/P, P/Eの hybrid statesにある。
これら 2つのリボソーム間の interfaceは、40Sサブユニットの head同士、body同士の２







酸配列特異的な 60Sサブユニットの PTCの不活性化と、mRNA特異的な 40Sサブユ
ニットの decoding centreの阻害(mRNAが six-base π-stack arrayを A-siteで形成する
ことによる)の組み合わせによって引き起こされる。また、A-site に存在する mRNA の
CGAA stretchの π-stacked conformationは、[390,392]で報告されている、リボソームが
poly A配列で翻訳停滞した際の conformation と類似している。先頭で停滞したリボソ
ームは POST statesを取り、その tRNAは P-siteにある。一方で、衝突した 2つのリボソ
ームはいずれも rotated statesを取り、tRNAは A/P, P/Eの hybrid statesにある。したが
って、SDD1上で形成された trisome は上述の disome の構造と類似している[48,49]。





ribosomal body が少し回転し、3 番目のリボソームに適した位置に順応していた。これ
により、1 番目と 2 番目のリボソームの間で観察されていた RACK1の相互作用が阻害
され、2 番目と 3 番目のリボソームの間でのみ観察されるようになっていた。このような
特異的な構造を持つ trisomeでは、Hel2による認識に必要な独特なリボソーム間の複
合性 interfaceが 2つ形成されるため、disome と比較して、Hel2による認識とユビキチ
ン化の効率が増加していると考えられている。 
 
poly Aの場合(出芽酵母のリボソームが poly A配列で停滞した場合)[390] 
翻訳停滞したリボソームに後続のリボソームが衝突して disome が形成される。Poly A




くなっていたが[48,49]、poly A配列で形成される disomeは既知の disome と異なる構
造を取り、先頭の停滞したリボソームも後続の衝突したリボソームのいずれも POST 
statesを取る(図 31. E)。これは、poly A配列が滑りやすい配列であり[393]、先頭のリボ
ソームが強固に停滞していないためであると考えられている。 
 
XBP1uの場合(ウサギのリボソームがXBP1u mRNAで翻訳停滞した場合) [31] (図31. 
G) 
XBP1uの mRNA上で disomeが形成されている cryo-EM構造は明らかになっていな
いが、翻訳停滞したリボソームと XBP1uの新生ポリペプチド鎖との相互作用は、3Åの
解像度で cryo-EM 構造が明らかになっており、42%のリボソームが non-rotated states
を取り、tRNAは P/P, E/Eにあること、18%のリボソームが rotated statesを取り、tRNAは










































Hel2/ZNF598 によって認識される独特なリボソーム間の複合性 interface を有した
disomeのみが RQCの標的となるからである。RQCは、このような認識機構を採用する
ことで、多くの異なる種類の翻訳停滞に幅広く対応することができる[49]。 
以上の考察をふまえると、内在性の RQC 標的配列を同定するには、disome によって
protect された mRNA を解析するだけでは不十分であり、Hel2/ZNF598 が結合した
disomeによって protect された mRNAを解析する必要がある。実際、当研究室の松尾
が、Hel2が結合したリボソームによって protect された mRNAのシークエンスの解析を
行ったところ(selective ribosome profiling)、内在性の RQC標的の候補として多くの分
泌タンパク質が同定された[394]。また、Hel2 の新たな機能として、分泌タンパク質の
mistargeting を防ぐことで、タンパク質の恒常性維持に寄与しているという機能が提唱

















外にも ribotoxic stress response (RSR)や Integrated Stress Response (ISR)といった翻訳
監視機構によって認識されることが報告されている[52,154,155,157,159,395]。 
RSRは、様々なリボソーム障害によって誘導されるMAP kinaseを介した炎症誘発性の
シグナルカスケードである。“ribotoxic stress response”は 1997年に Iordanovらによって
作られた術語であり[396]、RSRを誘導する要因は大まかに翻訳阻害剤(anisomycinや
cycloheximide) 、 ribotoxin ( リシン 、志 賀毒素 (Stx) 、 a-sarcin) 、 化学療法薬
(doxorubicin)、UV 照射に分類される[159]。これらのストレスによってリボソームが機能







訳の全般的な抑制が生じる。哺乳類には、PERK (小胞体ストレス), GCN2 (アミノ酸飢
餓), PKR (ウイルス応答), HRI (ヘム鉄の欠乏)の 4つの eIF2 aキナーゼが存在し、そ
れぞれが異なるストレスにより活性化され、eIF2 aの Ser51をリン酸化する[401,402]。 
このような翻訳監視機構RSRや ISRの基質として disomeは報告されていなかったが、






て disome が形成されると、ZNF598 がそれを認識して RQC を誘導する。Disome は、
monosomeよりもcolliding ribosomeに選択的に結合するZAKaによっても認識される。












の衝突を解消することで細胞の生存を維持する(図 32. Intermidiate)。RQC と ISRが活
性化してもリボソームの衝突を解消することができない場合は、ZAKaが SAPKs を活
性化し(RSR)、細胞死を誘導する(図 32. High) [395]。Stress-activated protein kinases 
(SAPKs)は、環境における様々な障害に応答して細胞の運命を決定する重要な決定
因子であり、酵母から哺乳類まで保存されている[403,404]。哺乳類には、p38 と c-Jun 









































GFP-2A-X-2A-RFP, RLUC-X-(Ala)3-STOP, RLUC-X-(Ser)3-STOP reporterは PCRによ
って構築し、pcDNA3.1 (+)ベクターにクローニングした。2A 配列は、[368]で使われて





HEK293T細胞の培養は、10 % Fetal Bovine Serum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA)と Penicillin-Streptomycin (Fujifilm Wako pure chemical corporation, Osaka, 
Osaka, Japan)とを含む DMEM培地(Nacalai Tesque, Kyoto, Kyoto, Japan)を用いて、
37 ℃, 5 % CO2 の条件下で行った。プラスミドのトランスフェクションには PEI-MAX 
reagent (Cosmo Bio, Koto, Tokyo, Japan)を用いた。トランスフェクションの際には、
DNA (µg) : PEI-MAX (µL)の比が 1:3 になるように OPTI-MEM (Fisher Scientific, 
Pittsburgh, PA, USA)中で混合した。 
 
Western blotting 
培養した細胞を passive lysis buffer (Promega, Madison, WI, USA)により溶解した後、
溶解した細胞を回収し、13,5000 g, 4 ℃で 1分間遠心した。上清を新しいチューブに
移し、タンパク質の濃度を Bradford method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)により測定
した。サンプルを、total proteinの量が同じになるように調製した後、SDS sample buffer
と混合し、95 ℃で 5分間加熱した。サンプルを 12%のポリアクリルアミドゲルで 100分





50 mM, Glycine 0.4 M, SDS 0.2 % (w/v))を用いた。電気泳動後、ゲル中のサンプルを
PVDF膜(IPVH00010, Millipore, Burlington, MA, USA)へセミドライ法によりトランスフ
ァーした。メンブレンを 0.1 % (v/v) Tween-20 と 5 % (w/v) skim milk とを含む PBS 
(phosphate-buffered salts)でブロッキングした。Blot に、1 次抗体  (anti-Renilla 
Luciferase pAb (2,000 倍希釈, Rb polyclonal antibody, PM047; MBL, Nagoya, Japan)、
あるいは anti-neomycin phosphotransferase II antibody (2,000 倍希釈, Rb polyclonal 
antibody, 06-747; Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Germany))とそれに対応する 2次抗
体 (5,000 倍希釈, Anti-rabbit IgG (HRP-Linked Whole Ab Donkey, NA934; GE 
Healthcare, Chicago, IL, USA))を当てた後、メンブレンを ECL solution (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA)でインキュベートし、化学発光を Image Quant LAS4000で検出し
た。Blotの定量は、Multi Gauge V.3.0 (Fujifilm, Minato, Tokyo, Japan)で行った。 
 
RNA抽出と RT-qPCR 
RNA 抽出には ISOGEN II (NIPPON GENE, Chiyoda, Tokyo, Japan)を用いた。
ISOGEN II 500 µLで細胞を回収した後、200 µLのMQを加え、15秒激しく振盪した
後、室温で 15分静置した。静置した後、15,000 g, 25 ℃で 15分遠心し、上清 500 µL
を等量の isopropanolと混合し、15秒激しく振盪した後、室温で 10分静置した。静置し
た後、12,000 g, 25 ℃で 10分遠心し、上清を取り除き、500 µLの 75 % ehtanolで 2回
wash した。Ethanolを完全に取り除き、ペレットを 30 µLのMQに溶解した。 
それぞれのサンプルについて、ReverTra Ace (TOYOBO, Osaka, Osaka, Japan)と oligo 
dT primer (5’-TTTTTTTTTTTTTTT-3’)を用いて、500 ngの RNAを逆転写した。逆転
写した産物(cDNA)と KAPA SYBR FAST Universal qPCR kit (KAPA Biosystems, 
Wilmington, MA, USA)とを混合し、CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, 










Flow cytometry analysis 
細胞を 2.5 g/L-trypsin / 1 mmol/L-EDTA Solution with Phenol Red (Nacalai Tesque, 
Kyoto, Kyoto, Japan)で処理した後、5,500 g, 4 ℃で 2分間遠心し、2 mM EDTA-PBS
に再懸濁し、nylon mesh (40 µm, Kyoshin Rikoh, Bunkyo, Tokyo, JAPAN)を通すこと
で濾過した。この細胞懸濁液をEC-800 (SONY, Tokyo, Japan)で測定し、得られたデー
タを FLOWJO software V.10.4 (FlowJo, Ashland, OR, USA)で解析した。1つのレポー
ターにつき、20,000細胞を計測し、蛍光強度の計算には、FS: 100-950, SS: 50-400に
収まった細胞を用いた。GFP と RFPのシグナルの許容値は、GFP: 2.0 X 102 から 1.0 
X 105, RFP: 1.0 X 103 から 1.0 X 105 である。 
 
Max Kyte-Doolittle Score (MKD)の計算 















Public Function WMKD(Win As Integer, PRO As String) As Single 
 
Start_position = 1 
End_position = Len(PRO) 
 
PRO = UCase(PRO) 
Dim KD(1720) As Single 
KD(0) = 0 
 
If (End_position - Start_position + 1) < Win Then 
    WMKD = KD(0) 
 
Else 
        For n = Start_position To End_position - (Win - 1) Step 1 
             Window = Mid(PRO, n, Win) 
              
                For m = 1 To Win Step 1 
                    SKD = Mid(Window, m, 1) 
                    Select Case SKD 
                    Case Is = "A": KD(n) = KD(n) + 1.8 
                    Case Is = "C": KD(n) = KD(n) + 2.5 
                    Case Is = "D": KD(n) = KD(n) - 3.5 
                    Case Is = "E": KD(n) = KD(n) - 3.5 





                    Case Is = "G": KD(n) = KD(n) - 0.4 
                    Case Is = "H": KD(n) = KD(n) - 3.2 
                    Case Is = "I": KD(n) = KD(n) + 4.5 
                    Case Is = "K": KD(n) = KD(n) - 3.9 
                    Case Is = "L": KD(n) = KD(n) + 3.8 
                    Case Is = "M": KD(n) = KD(n) + 1.9 
                    Case Is = "N": KD(n) = KD(n) - 3.5 
                    Case Is = "P": KD(n) = KD(n) - 1.6 
                    Case Is = "Q": KD(n) = KD(n) - 3.5 
                    Case Is = "R": KD(n) = KD(n) - 4.5 
                    Case Is = "S": KD(n) = KD(n) - 0.8 
                    Case Is = "T": KD(n) = KD(n) - 0.7 
                    Case Is = "V": KD(n) = KD(n) + 4.2 
                    Case Is = "W": KD(n) = KD(n) - 0.9 
                    Case Is = "Y": KD(n) = KD(n) - 1.3 
                    End Select 
                     
        Next m 
        Next n 
 
        Dim KDM(3) As Single 
        Dim res As Single 
         
        KDM(1) = -999999999 





        res = KD(i) 
         
        If res > KDM(1) Then 
        KDM(1) = res 
        res = -99 
        End If 
         
        Next i 

























Gene Name NCBI ID 3'UTR sequence (5' > 3') Amino Acid Sequence Encoded by 3'UTR
ACTA1 NM_001100.3 acacactccacctccagcacgcgacttctcaggacgacgaatcttctcaatgggggggcggctgagctccagccaccccgcagtcactttctttgtaacaacttccgttgctgccatcgtaaactgacacagtgttta THSTSSTRLLRTTNLLNGGAAELQPPRSHFLCNNFRCCHRKLTQCL
APOA2 NM_001643.1 agtgtccagaccattgtcttccaaccccagctggcctctagaacacccactggccagtcc SVQTIVFQPQLASRTPTGQS
ARSB NM_000046.2 gatttcagggaggctagaaaacctttcaattggaagttggacctcaggccttttctcacgactcttgtctcatttgttatcccaacctgggttcacttggcccttctcttgctcttaaaccacaccgaggtgtctaatttcaacccc DFREARKPFNWKLDLRPFLTTLVSFVIPTWVHLALLLLLNHTEVSNFNP
ASL NM_000048.3 gtcctcccacacctgccccctaataaagtgggcgcgagaggaggctgctgtgtgtttcctgccccagcctggctccctcgttgctgggctttcggggctggccagtggggacagtcagggactggagaggcagggcagggtggcctg VLPHLPPNKVGARGGCCVFPAPAWLPRCWAFGAGQWGQSGTGEAGQGGL
ASPA NM_000049.2 aaatcacttccagcttacatcttacacggtgtcttacaaattctgctagtctgtaagctccttaagagtagggttgtgccttattcaactgcatacatagctcctagcacagtgccttattcggtaggcatc KSLPAYILHGVLQILLVCKLLKSRVVPYSTAYIAPSTVPYSVGI
ATM NM_000051.3 tcttcagtatatgaattaccctttcattcagcctttagaaattatattttagcctttatttttaacctgccaacatactttaag SSVYELPFHSAFRNYILAFIFNLPTYFK
ATP1A2 NM_000702.2 ccccattggaagaagaaccaggcatggaaagatggggagctctggaggtgttgtggggatggtgatggagagggatggaaa PHWKKNQAWKDGELWRCCGDGDGEGWK
ATP6V0A4 NM_020632.2 gctgagggctgcacctcccacggtggtcaccatgccaatgaaggaagttcagtcttgtctttgatatcagcccctgcaaggcgctcaatgggaaggttgttcttggctcacctgaagcatgaaactgtgtattatttggacgtcagcctgtggatt AEGCTSHGGHHANEGSSVLSLISAPARRSMGRLFLAHLKHETVYYLDVSLWI
BBS12 NM_152618.2 tgttactggctaagtctttggaaaataatttttcataatatgtcatgc CYWLSLWKIIFHNMSC







CFTR NM_000492.3 agagcagca RAA
COL1A2 NM_000089.3 atgaactcaatc MNSI
CRYBB1 NM_001887.3 gtccacacctcactctgctaccttgccccaacccttcttcatgttcaattatttcccccatttttcccaggcaaa VHTSLCYLAPTLLHVQLFPPFFPGK
CRYM NM_001888.2 aacaaaggaact NKGT
CTSK NM_000396.2 ctccagccagccaaatccatcctgctcttccatttcttccacgatggtgcagtg LQPAKSILLFHFFHDGAV
CYP2C19 NM_000769.1 agaagcacagatggtctggctgctcctgtgctgtccctgcagctctctttcctctggtccaaatttcactatctg RSTDGLAAPVLSLQLSFLWSKFHYL
DBT NM_001918.2 agactgataagacattct RLIRHS




















Gene Name NCBI ID 3'UTR sequence (5' > 3') Amino Acid Sequence Encoded by 3'UTR
EDA NM_001399.4 attccccccattttgcctctgtccgtgccccttccctgggtttgggagccaggactcccagaacctctaagtgctgctgtggag IPPILPLSVPLPWVWEPGLPEPLSAAVE
ETFDH NM_004453.2 actgcagctagccagtttctttcaagtatggcaagc TAASQFLSSMAS
EYA1 NM_000503.3 cagcgctcggcactt QRSAL
F8 NM_000132.2 gggtggccactgcagcacctgccactgccgtcacctctccctcctcagctccagggcagtgtccctccctggcttgccttctacctttgtgctaaatcc GWPLQHLPLPSPLPPQLQGSVPPWLAFYLCAKS











FHL1 NM_001449.3 actgacaggggctcctgtcctgtaaaatggcatttgaatctcgttctttgtgtccttactttctgccctataccatcaataggggaagagtggtccttcccttctttaaagttctccttccgtcttttctcccattttacagtattactcaaa TDRGSCPVKWHLNLVLCVLTFCPIPSIGEEWSFPSLKFSFRLFSHFTVLLK



















GATA1 NM_002049.2 gggcacagagcatggcctccagaggaggggtggtgtccttctcctcttgtagccagaattctggacaacccaagtctctgggccccaggcaccccctggcttgaaccttcaaagcttttg GHRAWPPEEGWCPSPLVARILDNPSLWAPGTPWLEPSKLL
GCDH NM_000159.2 gccgctccatcaggggcccgaaactctcaagcccctttctggagagatgcctggctggaccgtaggagcgctgtgctc AAPSGARNSQAPFWRDAWLDRRSAVL











HBA2 NM_000517.3 gctggagcctcggtagccgttcctcctgcccgctgggcctcccaacgggccctcctcccctccttgcaccggcccttcctggtctttgaa AGASVAVPPARWASQRALLPSLHRPFLVFE




























Gene Name NCBI ID 3'UTR sequence (5' > 3') Amino Acid Sequence Encoded by 3'UTR

















MC3R NM_019888.2 gatgcagggccatggaaa DAGPWK
MECP2 NM_004992.2 ctttacacggagcggattgcaaagcaaaccaacaagaataaaggcagctgttgtctcttctccttatgggtagggctc LYTERIAKQTNKNKGSCCLFSLWVGL
MOCS2 NM_004531.3 tcacttatgtttttagagcatgcaatcttaactttgttaaactattattat SLMFLEHAILTLLNYYY
MTHFR NM_005957.3 ccctgcgtcctgacgccctgcgttggagccactcctgtcccgccttcctcctccacagtgctgcttctcttgggaactccactctccttcgtgtctctcccaccccggcctccactcccccacctgacaatggcagctagactggag PCVLTPCVGATPVPPSSSTVLLLLGTPLSFVSLPPRPPLPHLTMAARLE
NHP2 NM_017838.3 ggggctccggtagcacctgggcacctgccgctggaagctattgggctggcagcaggacgactggctgtcctcctgcccacccacactgacggcatcttcccagttccccaaggcacgccttcttcccaggcagctctaacagccctttca GAPVAPGHLPLEAIGLAAGRLAVLLPTHTDGIFPVPQGTPSSQAALTALS
NR0B1 NM_000475.3 agtcatgtgggccacacaagtgcagtagtgcagttcaccatgagggaagaa SHVGHTSAVVQFTMREE
OAS2 NM_0168172.2 agatcatctggcaatcgcttt RSSGNRF
OPA1 NM_015560.1 attaaaatcgtactcataatcagctctgcatacatc IKIVLIISSAYI
OTC NM_000531.4 tgttgtgttacttgtcaagaaagaagcaatgttcttcag CCVTCQERSNVLQ
PAX6 NM_000280.2 aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaggaaaggaaatattgtgt KKKKKKKGKEILC
PEX1 NM_000466.2 aatatacttctttttgatttggttctgttaagttttttgatggcttttccatatgttgtaacaggaaaaaaatggtgtcta NILLFDLVLLSFLMAFPYVVTGKKWCL
PHOX2B NM_003924.2 tctggaatcctgcggcggcggcggcggcggcgacagcgggcgagccagggcccgggcgggcgagtgggcgagcgggtaggcccaaggctattgtcgtcgctgctgccatggctttttcat SGILRRRRRRRQRASQGPGGRVGERVGPRLLSSLLPWLFH
PNPO NM_018129.2 ctctgggacctgctggcccagagtggagctagggctaggtgtcaagagagggtgtgggattgggacccaggcccttctttc LWDLLAQSGARARCQERVWDWDPGPSF
PROS1 NM_000313.1 ggcatcttttctctgcttataataccttttccttgtgtg GIFSLLIIPFPCV
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RHCE NM_020485.3 gcaaaagcatccaagaaaaacaaggcctgttcaaaaacaagacaacttcctctcactgttgcctgcatttgtacg AKASKKNKACSKTRQLPLTVACICT
RHO NM_000539.2 gacctgcctaggactctgtggccgactataggcgtctcccatcccctacaccttcccccagccacagccatcccaccaggagcagcgcctgtgcagaatgaacgaagtcacataggctccttaattttttttttttttttaagaaataat DLPRTLWPTIGVSHPLHLPPATAIPPGAAPVQNERSHIGSLIFFFFLRNN
RUNX2 NM_001024630.2 aattcctcagcagtggcccagtggtatctgggggccacatcccacacgtatcaatatatacatata NSSAVAQWYLGATSHTYQYIHI
SERPING1 NM_000062.2 gacctgcaggatcaggttagggcgagcgctacctctccagcctcagctctcagttgcagccctgctgctgcctgcctggacttggcccctgccacctcctgcctcaggtgtccgctatccaccaaaagggctccc DLQDQVRASATSPASALSCSPAAACLDLAPATSCLRCPLSTKRAP
SH2D1A NM_002351.2 agaaaaataaaacaccttgtactttattttcta RKIKHLVLYFL
SHOXa NM_000451.3 cccgccgcgcagccccccgcgcgcccggactcccgggctccgcgcaccccgcctgcaccgcgcgtcctgcactcaaccccgcctggagctccttccgcggccaccgtgctccgggcaccccgggagctcctgcaagaggcc PAAQPPARPDSRAPRTPPAPRVLHSTPPGAPSAATVLRAPRELLQEA
SHOXb NM_006883.2 tctcgactcactgcaacctccgcctcccgagttcaagcgattctcctgcctcagcctcccgag SRLTATSASRVQAILLPQPPE
SLC25A38 NM_017875.2 ccaagagaggactgggaacgggtgaaatctgttgccctgcttggtttctgccaagggctgctgcttcttactattctgcag PREDWERVKSVALLGFCQGLLLLTILQ













































































































































































































































































第 1 章では、ヒトにおいて RQC を誘導するのに必要な新規複合体として
ASCC3/ASCC2/TRIP4 からなる hRQT complex を同定した。また、ASCC3 の ATPase
依存 helicase 活性が RQC 誘導に必要であり、ASCC2 のユビキチン結合活性及び
TRIP4 が RQC 誘導に部分的に寄与していることを示した。これらの結果から、ユビキ
チン化された 80S リボソームが ASCC2によって認識された後、ASCC3によって 40S と
60Sサブユニットに解離されるというモデルを提唱した。 
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